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離されるのは Streptococcus mutans と Streptococcus sobrinus である。これらの細菌はグルコ
シルトランスフェラーゼによってスクロースから不溶性グルカンを合成し、非常に強固で厚いバ
イオフィルムを産生して歯面に固着するため、う蝕の予防や制御は容易ではない。 
 近年、抗菌光線力学療法 (antimicrobial photodynamic therapy, a-PDT) は、感染症に対して
有望なアプローチとして認識されてきた。光感受性薬剤に励起波長の光を照射することで、一重
項酸素種とフリーラジカルを発生させ、病原体へ毒性を与えると考えられている。 
 本研究では、デンタルプラークの染め出し液の有効成分である Rose Bengal と歯科治療で一般
的に使用される青色 LED ライトを用いた a-PDT のう蝕制御の有効性について明らかにすることを
目的に研究を開始した。 
【方法】 
 ミュータンスレンサ球菌である S. mutans と S. sobrinus およびそれら以外のグラム陽性口腔細菌
として Streptococcus sanguinis および Lactobacillus salivarius を Brain Heart Infusion 培地で静止期ま
で増殖させ、吸光度を一定に調整し使用した。Rose Bengal 溶液は各実験前に、最終濃度が 0.1 µg/mL、
1 µg/mL、10 µg/mL および 100 µg/mL になるよう滅菌蒸留水で調整した。光源は青色 LED （照射
条件 : 450-470 nm、3700-4000 mW/cm2、60 秒）を使用した。抗菌効果を判定するため、試料を段
階希釈した後寒天培地に播種し colony forming units を測定した。浮遊性細菌に対しては、各種細
菌懸濁液に Rose Bengal 液を加えた後、青色 LED を照射した。陰性対照として、Rose Bengal 単独
および青色 LED 照射単独の抗菌効果も検討した。一方、バイオフィルムを形成する細菌に対して
は、黒色の 24 ウェル平底ポリスチレンプレート内で各種細菌懸濁液を 24 時間培養しバイオフィ
ルムを形成させた後、リン酸緩衝生理食塩水で 3 回洗浄し、浮遊細菌を除去した。その後、Rose 
Bengal 液を 5 分間浸漬させ、Rose Bengal 液を除去して青色 LED を照射した。また、S. mutans と






 1分間の青色光照射下において、1 µg/mL、10 µg/mL および 100 µg/mL の濃度の Rose Bengalを
使用した際は、陰性対照と比較し S. mutans および S. sobrinus の浮遊細菌に対し、有意に高い
a-PDT の抗菌効果が示された。バイオフィルムを形成している状態のそれらのミュータンスレン
サ球菌に対しても同様に 1 µg/mL、10 µg/mL および 100 µg/mL の濃度の Rose Bengal を使用した
際に有意な抗菌作用が認められた。また、培地中に 1％ショ糖を加えて不溶性グルカン含有のバ
イオフィルムを形成させた際にも、同様の抗菌効果を示した。一方、他の口腔のグラム陽性細菌




られなかったが、10 µg/mL の Rose Bengalのみを用いて LED照射を行わない場合においては、大
半の試料において抗菌効果が認められた。さらに、10 µg/mL の Rose Bengalで処理し LED照射も
行った場合は、すべての試料中のミュータンスレンサ球菌は、大きく菌数が減少した。 
【結論】 
 日常的に歯科医院で使用される歯垢染色液成分である Rose Bengal とレジンの硬化に使用され
る青色 LEDを用いた a-PDTは、う蝕原細菌に対して有効な抗菌効果を示すことが明らかとなった。





  論文審査の結果の要旨 
【目的】デンタルプラークの染め出し液の有効成分である Rose Bengal と歯科治療で一般的に使
用される青色 LED ライトを用いた antimicrobial photodynamic therapy（a-PDT）のう蝕原細菌
に対する有効性について明らかにすること。 
【方法】ミュータンスレンサ球菌である Streptococcus mutans と Streptococcus sobrinus およ
びそれら以外のグラム陽性口腔細菌として Streptococcus sanguinis および Lactobacillus 
salivarius を Brain Heart Infusion(BHI)培地で静止期まで増殖させ、吸光度を一定に調整し使
用した。Rose Bengal 溶液は最終濃度が 0.1、1、10、100 µg/mL になるよう調整した。光源は青
色 LED（照射条件：450-470 nm、3700-4000 mW/cm2、60 秒）を使用した。抗菌効果を判定するた
め試料を段階希釈した後、寒天培地に播種し colony forming units を測定した。浮遊性細菌に
対しては各種細菌懸濁液に Rose Bengal 液を加えた後、青色 LED を照射した。陰性対照として
Rose Bengal 浸漬のみと青色 LED 照射単独の系も検討した。一方、バイオフィルムを形成する細
菌に対しては黒色 24 ウェル平底ポリスチレンプレート内で各種細菌懸濁液を 24 時間培養し（バ
イオフィルムを形成）、PBS で 3 回洗浄し浮遊細菌を除去した後、Rose Bengal 液中に 5 分間浸
漬し、それを除去してから青色 LED を照射した。また S.mutans と S.sobrinus では、1％スクロ




【結果】60 秒間の青色光照射下において 1 µg/mL、10 µg/mL および 100 µg/mL の濃度の Rose 
Bengal を使用すると、陰性対照と比し S.mutans および S.sobrinus の浮遊細菌に対する有意な
a-PDT の効果を認めた。バイオフィルムを形成しているミュータンスレンサ球菌に対しても同様
に 1 µg/mL、10 µg/mL および 100 µg/mL の濃度の Rose Bengal で有意な抗菌作用を認めた。また
培地中に 1％スクロースを加えて不溶性グルカン含有のバイオフィルムを形成させた際にも同様
の抗菌効果を認めた。一方、他の口腔のグラム陽性細菌である S.sanguinis と L.salivarius に
おいても、浮遊状態とバイオフィルム形成状態において類似の結果が得られた。10 名のボラン
ティアから得られた唾液および歯垢を用いた実験において、10 µg/mL の Rose Bengal で処理し
て青色光を照射した実験系で全ての試料中のミュータンスレンサ球菌は大きく菌数を減らした。 
【結論】日常的に歯科医院で使用される歯垢染色液成分である Rose Bengal とレジンの硬化に使
用される青色 LED を用いた a-PDT は、う蝕原細菌に対して有効な抗菌効果を示すことが明らかと
なった。 
【審査の内容】申請者からの約 20 分間のプレゼンテーション後、主査の長谷川教授から
1)S.sanguinis と L.salivarius を解析した目的と意義、2)青色光の照射時間の設定について、
3) コロニーの計測方法、CFU の誤差範囲について、4)MSB 培地の作用メカニズムについて、5)動
物実験モデルの構想について等、8 項目の質問がなされた。第一副査の岩崎教授からは 1)プラ
ークおよび唾液を用いた実験において Rose Bengal の濃度を 10 µg/mL に設定した理由につい
て、2)メチレンブルーを用いた a-PDT との効果の違いについて、3)a-PDT の効果の持続時間につ
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